Research of the EST Clustering Based on Hidden Markov Model by 段丽霞
学校编码：10384                    分类号_______密级 ______ 




硕  士  学  位  论  文 
基于隐马尔可夫模型的 EST 序列聚类研究 
Research of the EST Clustering  
Based on Hidden Markov Model 
段 丽 霞 
指导教师姓名： 吉国力 教授 
专  业 名 称： 系 统 工 程 
论文提交日期： 2008 年   月 
论文答辩日期： 2008 年   月 
学位授予日期： 2008 年   月 
 
答辩委员会主席：             
评    阅    人：             
 
 

















































































作者签名：          日期：      年      月      日 


























摘   要 
在原始 EST 序列中，存在载体、限制核酸内切酶、polyA、polyT 等多种特
征。根据 EST 序列特征，在对 EST 序列集合进行分类的时候，通常是己经知道

































There exist many characteristics in the original EST sequence, for example the 
enzyme1(EcoRI)、enzyme2(XhoI)、adaptor1(P)、adaptor1(D)、polyA、polyT and so 
on. According to the EST sequence characteristics, when classifying the EST 
sequence, we usually have known the categories of certain EST sequence,  and make 
the known EST sequence as the marked sequence, the left sequence in the gather as 
the non-marked sample. This kind of classification often is based upon a given 
premise: the marked sample is the whole sample. However, the actual situation is not 
that way. The classification according to the inadequate original EST sequence often 
results in the class deficiency, and appears the wrong results. Moreover, it takes both 
time and effort to do it. 
Focusing on that kind of question, this paper presents a clustering method, which 
combines the K-means algorithm and the Hidden Markov Model algorithm. The aim 
is to group the EST sequence data into clusters, and those clusters have the similarities. 
This method overcomes the limits of the two algorithms, and gives full play to them. 
Firstly, the paper deal with the EST sequence data in a certain way; secondly, we 
cluster the processed data by K-means algortihm to get clusters; then, apply the 
Baum-Welch algorithm to train the sequences that belong to every cluster, the results 
are the Hidden Markov Model parameters of every cluster; later, the paper can use the 
probability models to test the data, or cluster the new data, so can reach the aim of the 
model evaluation or self-cluster. 
The research of this paper is the important topics of the biological sequence 
analysis, the researched content is based on the experiment, the method presented is 
verified to have certain validity and significance by the experiment, lays the 
foundation for the further sequence analysis and research. 
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Institutes of Health，NIH）生物学家 Adams 等于 1991 年提出了发现表达基因的
新战略，即用表达序列标签（Expressd Se quence Tag，EST）克隆和定位新基因。
这一构想的具体过程是将 mRNA 在体外反转录成 cDNA 后克隆到载体上，构建
cDNA 文库，再从 cDNA 文库中大规模随机挑选 cDNA 克隆，对其 3’端或 5’端
进行一步法测序（ Single-run sequencing），从而获得 EST[3]。 
对 EST 序列进行分析 ，可以了解某特定基因在生物特定组织的表达情况，
也可以了解特定组织所表达的基因的种类情况；另外，利用大量的 EST 的数据，
可以从中发现克隆新的基因，对重要的基因以进行深入研究；而功能基因组的研






EST 技术必将和许多新的方法一起帮助人们 终揭开生命的奥秘。 
随着大规模的测序，EST（表达序列标签）数据呈指数级增长。在基因识别、
基因预测、绘制基因表达图谱、基因功能注释等方面都积累了大量的 EST 数据。
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据库 dbEST 来收集和保存所有的 EST 数据。DbEST 刚建立的时候，包括 22537
个 EST 数据，分别来自 7 种不同的生物体。到 2008 年四月份，NCBI 数据库已
经收录了 51,391,051 条 EST 序列I。在 dbEST 中记录了每个 EST 序列的登记号、
测序引物、碱基序列和 cDNA 文库的来源等详细资料。 
如何充分利用这些已有的 EST 数据资源，从中挖掘出有用的知识，从大量
的 EST 数据中提取有用的信息，加速人类基因研究，已成为一个富有挑战性的
问题。而 EST 聚类（Clustering）技术是数据挖掘中重要的技术。 
本文将重点研究 EST 聚类。 
1.2 EST 序列介绍 
在这一小节中，将介绍 EST 序列的产生，EST 序列的分析流程，EST 序列
的特征，EST 的应用等，并对国内外研究现状作了简要的概述。 
1.2.1 EST 序列的产生 
由于人类基因数量巨大，以及真核基因特有的复杂性（如内含子、外显子的
区别、重复序列等），使得一次性不加选择地对基因组全长进行测序成为几乎不
可能完成的工作。Adams 等人在 1991 年提出了表达序列标签（EST）技术，宣
布了 cDNA 大规模测序时代的开始。参考图 1-1 所示，下面是 EST 序列产生的
过程[2,4,10]： 
（1）构建 cDNA 文库 
EST 是从 cDNA 文库中随机挑选的一条 cDNA 进行克隆得到的序列片段， 
cDNA（complementary DNA），即互补 DNA，是以 mRNA 为模板在反转录酶作




 (b) 剪切（splicing）和多聚腺苷化(polyadenylation) 
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通过上一步形成的 pre-mRNA 含有内含子(intron)和外显子(exon)，经过剪切
这个步骤，可以将 pre-mRNA 的内含子序列移去。同时 mRNA 的 5'端加上甲基
化鸟嘌呤帽子。在 pre-mRNA 3'末端由于 RNA 内切酶的作用，在特定的位点上
切割掉一部分，形成新末端。在这新末端上，一串腺嘌呤核苷酸，即多聚 A 尾
巴(poly(A) tail)，需加到 3'末端， 后形成成熟的 RNA(mRNA)。 
 (c) 反转录，互补合成 cDNA 
在生物体内，mRNA 中启始密码子(start codon)和终止密码子(stop codon)之
间的编码区域(coding segment)经过翻译表达就合成了蛋白质。而如果 mRNA 在
体外用逆转录酶、DNA 合成酶等处理就可以合成双链 DNA，并在两端形成与载
体酶切点可以相连的接头，这就是双链 cDNA。  
 
 












Cap and tail added; introns excised and 
Exons spliced together 
Ribonuclease degradation of RNA 
Synthesis of Second strand of DNA 
                  …ATCGT…         …AAA…AAA 




       
          










G P P P 
Start codon Stop codon
Coding segment
Reverse transcriptase 
                  …AUCGU…        …AAA…AAA 
















基于隐马尔可夫模型的 EST 序列聚类研究 
- 4 - 
（2）克隆 cDNA 





现在的大规模自动测序基本上都是基于 Sanger 的“DNA 双脱氧链末端终止
测序法”进行的。具体过程是：先从文库中随机挑取大量克隆，在体外变性为单
链后，利用多克隆位点接头两侧序列设计载体通用引物(T3 对 5'端，T7 对 3'端)
进行两端一次性自动化测序，可以测出 400-600bp 的序列。 
1.2.2 EST 序列的特点 
EST 序列具有特性：EST 很短，没有给出完整的表达序列；低丰度表达基因
不易获得；由于是单次测序结果，出错率达 2%-5%；有时有载体序列和核外
mRNA 来源的 cDNA 污染或是基因组 DNA 的污染；有时出现镶嵌克隆；序列的
冗余，导致所需要处理的数据量很大。 
由此可见 EST 序列的不足之处： EST 自身的局限性，导致序列分析过程的
精确程度，另外还有由高丰度与低丰度序列之间的巨大差异造成的重复测定与漏
测[7]。 
1.2.3 EST 序列特征 
在原始 EST 序列中有载体、限制核酸内切酶、polyA/T 等多种特征，特征间
关系复杂多样。根据不同的 EST 序列特征组合，可以划分为不同的类别，再归
纳总结出序列的终端模式，即可以对每种模式制定具体规则，这种终端模式是为
了方便提取干净的 EST 序列。 
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而图 1-3 为 EST 序列的一个实例图： 
这里，5’序列是由 5’ Terminus in the Sense Strand（5TSS）到 3’ Terminus in the 
Sense Strand（3TSS）的，而 3’序列是由 5’ Terminus in the Non-sense Strand（5TNS）
到 3’ Terminus in the Non-sense Strand（3TNS）的。terminus 是序列特征的某种组
合[18]。其中， 
5TSS: →GAATTC(EcoRI) + GGCACGAGG(Adapter1) → 
3TSS: → PolyA + CTCGAG(XhoI) → 
5TNS: → CTCGAG(XhoI) + PolyT → 





图 1- 3 EST 序列实例图 
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成熟。经过研究机构和专家的多年的摸索，EST 序列已经形成了一定的研究路线，
其流程图如图 1 -4 所示。 
（1）首先是获取高质量的 EST 序列。由于测序之后的 EST 数据容易产生冗
余，有时会出现镶嵌克隆，有时有载体序列和核外 mRNA 来源的 cDNA 污染等，
所以预处理是处理 EST 数据必不可少的步骤，可以减少 EST 数据的噪音污染，
提高数据分析的准确率。 




该序列的功能特性等。这部分的工作可以登录到 NCBI 网站，应用 BLAST 工具。
BLAST 是现在应用 广泛的序列相似性搜索工具，相比 FASTA 有更多改进，速
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